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RESUMEN

Rodriguez RP, Martinez-Chéquer JC. Correlacion entre las concentracnones de estradiol
sérico materno y fetal y las concentraciones placentarias de receptores de estrégenos en
embarazos de término y sin complicaciones ‘

OBJETIVO: Correlacionar las concentraciones de estradiol sérlco materno ylo fetal con las
concentraciones de receptores de estrégenos placentarios de mu;eres que ‘cursaron con
embarazos de término y sin complicaciones. o
MATERIAL Y METODOS: El estudio se realizé en la Unidad de Investigacién Médica en
Medicina Reproductiva y el Servicio de Tococirugia del Hospital de Gineco-obstetricia
“Luis Castelazo Ayala” del IMSS, durante el periodo comprendido entre Marzo de 2000 y
Febrero de 2001. Se seleccionaron 18 pacientes que cursaban con embarazos de término
y sin complicaciones a las que se les interrumpié el embarazo mediante operacion
cesarea por el antecedente de dos cesareas previas. El estradiol sérico materno y fetal se
midieron bajo la técnica de radioinmunoanalisis. Para la mediciéon de receptores de
estréogenos en placenta, se uso el método de radioligando y carbdn cubierto con dextran.
Para correlacionar las concentraciones séricas de estradiol materno y fetal con las
concentraciones -placentarias de estréogenos se utilizdé la vprueba no paramétrica de
correlacién de rangos de Spearman. Las concentraciones de estradiol sérico materno y
fetal se analizaron con la prueba no parameétrica de comparacién entre dos grupos no
relacionados (U de Mann-Whitney). - :

RESULTADOS: La concentracidn de receptores de estrégenos‘:obténida en las placentas
fue de 2.43 + .53 fmol/gr. proteina, en tanto que las concenfra'ciahes de estradiol sérico
materno fetal fueron de 7267.5 + 447.4 ng/ml. y las de estradioi fétal 7277 x 268.4 ng/ml.
CONCLUSIONES: No se encontré correlacién entre [a concentraCIfm de receptores de
estrégenos en la placenta y las concentraciones de estradml sénco materno ni fetal. Al
comparar las concentraciones séricas de estradiol entre Ia,madre y el feto no existid
ninguna diferencia estadisticamente significativa entre éllas. :
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INTRODUCCION

Los estrégenos intervienen en la regulacion del crecimiento, diferenciacion vy
funcionamiento de diversos tejidos blanco tanto dentro como fuera del aparato reproductor.
Los efectos ocasionados por los estréogenos son posibles a través de las acciones que
ejercen sobre sus receptores. Durante el embarazo se incrementan las concentraciones
séricas de estradiol como consecuencia de la produccidn que realiza la placenta a traves
del estimulo hormonal proveniente del feto. Se desconoce la concentracion de receptores
de estréogenos en las placentas provenientes de mujeres con embarazos de término y sin
complicaciones, asi como la correlacion entre dichos receptores y las concentraciones
séricas de estradiol materno y fetal, por lo que el objetivo del presente estudio fue
correlacionar ia concentracion de receptores de estrédgenos en placentas con las de
estradiol sérico materno y fetal en embarazos de término y sin complicaciones. Con tal
motivo se desarroilé un estudio observacional, prospectivo, transversal y descriptivo. Se
estudiaron 18 pacientes a quienes se les interrumpié el embarazo mediante operacion
cesarea por el antecedente de 2 cesdreas previas. El estradiol sérico materno y fetal se
midié bajo la técnica de radioinmunoanadlisis. Para la medicion de receptores de
estrégenos en placenta, se usé el método de radioligando y carbén cubierto con dextran.

La concentracion de receptores de estrégenos obtenida en las placentas fue de 2.43+.53 )

frmol/gr. proteina, en tanto que las concentraciones de estradiol sérico materno fﬁéroh
7267.54447.4 ng/ml y las de estradiol fetal.@ 7 277+268.4 ng/mi. En conclusnén 10..Se -
encontré correlacidén entre la concentracnén de receptores de estréogenos en'la placenta y'
las concentraciones de estradiol sérlco matemo ni fetal Al comparar las concentracnones
séricas de estradiol entre la madre y el feto no exnstlé nlnguna dlferencna estadistlcamente

significativa como tampoco existio una correlacuﬁn entre ellas.
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ANTECEDENTES

Los procesos fisioldgicos y del desarrollo son promovidos y regidos por los esteroides (1),
dentro de ellos se incluyen a los estréogenos que son hormonas lipofilicas de las que
existen tres tipos en el organismo humano: el 178 estradiol (el mas potente), la estrona y el
estriol (2). Son sintetizados principalmente en los ovarios, tejido adiposo, piel, tejido 6seo,
musculo esquelético, foliculo piloso y /a placenta. En esta uiltima, la producciéon de
estrégenos se lleva a cabo a partir de la transformacién placentaria de la hormona
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S) que es producida por las glandulas
suprarrenales del feto, en androstenediona y posteriormente en estrogenos(3). Durante el
embarazo los estrégenos comienzan a elevar sus concentraciones desde la implantacion
del embrién hasta el nacimiento, ignorandose aun el significado biolégico para la madre y
el feto de dicho incremento (4). Actian en el higado, hueso, cerebro y vasos sanguineos,
intervienen en el metabolismo de las lipoproteinas y en la regulacién de genes
vasodilatadores (PGlz;, NOj), factores de crecimiento (VEGF, TGFa, IGF-Il), receptores
para IGF-1 y EGF e incremento de la respuesta inmune humoral y participan
importantemente en el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios (5-7). Los
estréogenos entran a la céiula por difusion pasiva, cruzan la membrana celular y se dirigen
al citoplasma o nucleo para unirsé con su 'rec,éptér. (8) ya que al ser estructuras poco
complicadas no pueden codificar o decodificar programas genéticos. Por el contrario, sus
receptores son adaptadores moleculares con sut’cnente complejldad quimica que los hace
capaces de interpretarios al unirse con especnfcndad y alta afinidad a ellos en las células
blanco (9). En los receptores de estrogenos se encuentran cinco dominios: A/B, C, D, E yF
(10). La regidn mas constante y con mayor aétividad en toda la familia es la C ya que une :

al receptor con el DNA. Entre la region C y D se encuentra el 'mecanismo de seﬁalamlento S

de localizacion nuclear. La region D es como una blsagra entrela C yla E. La reg io E es
relativamente larga y cuenta con varias funcnones suando Ia més lmportante la de’un al :

estrogeno, las otras son: transactivacion dependlente del Ilgando.
dimerizacion, interaccion con la proteina de choque térmlcO-QO y una seﬁal derlocallzacxén
nuclear. La region F no aparece en todos los receptores de la famllla Yy 'su funclén es
desconocida. La regién A/B tiene un factor de transactivacion independiente del estrégeno
y su longitud y secuencia varia entre los diversos receptores. La estabilidad de la region C
esta dada por dos dedos de zinc y los aminoacidos que determinan la especificidad al DNA
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se encuentran en la P-box de la region C terminal del primer dedo de zinc (11). La
transactivacion se lleva a traveés de un factor independiente del ligando (AF-1) localizado
en el dominio A/B. Todos ellos sin la presencia del estrégeno permanecen inactivos.
Cuando el receptor no tiene ligando se encuentra en conjunto con proteinas de choque
térmico (Hsp90, Hsp70 y Hsp56) (12) que actuan. como chaperonas, manteniendo al
receptor en una forma inactiva a la transcripcion permitiendo su conformacion bompetente
y su actividad sobre la unién al DNA. Una vez que se une el estrogeno se liberan las
proteinas de choque térmico y en forma de homodimeros se unen a. especificas
secuencias del DNA llamadas elementos de respuesta a estrégenos (ERE), localizados en
las regiones promotoras o “"enhancers” de los genes blanco (13). Los ERE son dos
secuencias palindréomicas separadas por tres nucledtidos que dan inicio a la expresion de
diferentes genes, todos elios regul/ados por los estrégenos. Una vez que el homodimero se
une al ERE, se inicia directa o indirectamente la transcripcién. g :

En sintesis, la actividad bioldgica de los estrogenos esta en reIacnén dlrecta con su
biodisponibilidad plasmatica, fijacion a las proteinas plasmaticas,’ metabolqsmo, tasa de
depuracion tisular, afinidad de fijacion al receptor de estrééenos. v':cep‘acidad de
translocacién del receptor al nucleo, duracién de la retencion’ po! elre ’eptor en el ntcleo y
regeneracion del receptor citosdlico. Los receptores de estrog n
mucho mayor -millones de veces- que la de las protein
concentraciones plasmaticas -aun siendo muy escasas- pueden}dar efectos ‘biolégicos
importantes (14). La via activada del complejo hormona- receptor es ta’ responsable de ia
regulacion transcripcional de muchos genes blanco, tanto en te dos feproductlvos como en
no reproductivos y el gen del receptor de estrégeno tiene més ‘de 140 Kb y cuenta con 8

ma. Por ello las

exones (15). .
Usando un modelo en primates se demostrdé que la placenta es-un: tepdo blanco a Ios
|onal y ‘del

estrogenos a través de sus receptores, que reguianla dpferencnac!ér_'—fu
sincitiotrofoblasto (16) y coordinan el desarrollo de la placenta y los’ siste nas
fundamentales para el mantenimiento del neonato (3). La presencna d “rec
estrégenos en la placenta ha sido demostrada en el citosol y el nucleo (1 7-1 9) medxante Ia
utilizacidn de diferentes técnicas incluyendo: la de radiocligando. Pese a que es . bien
conocido que la .dinamica hormonal involucra tanto a’ la hormona como a-su propio
receptor, no ha sido posible demostrar unai cofrelacién entre la presencia del estradiol
sérico y la presencia del receptor de estrégenoe en la placenta (20), sin embargo, no se ha
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realizado ningin estudio en mujeres embarazadas sino soclamente en primates y tampoco
se ha incluido la posible participacion del estradiol fetal en dicha dinamica, pér o que el
objetivo de este trabajo fue correlacionar los niveles séricos del estradiol materno y fetal
con la concentracxén de los receptores de estréogenos en ias placentas provenlentes de
mujeres embarazadas que cursaron gestaciones de término y sin complncactones..
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es conocido que las hormonas inducen la formacién de sus receptores para
posteriormente acoplarse a ellos y como consecuencia expresar moléculas bioactivas
responsables de diferentes acciones bioldgicas. En el embarazo dicha relacién permite el
desarrollo normal del trofoblasto y clinicamente el desarrolio de un embarazo de evoliucion
normal. Sin embargo, se desconoce si la presencia de los receptores de estrégenos en la
placenta obedece a la produccidn de estradiol materno (efecto endocrino) o a la
produccién de estradiol fetal (efecto paracrino), por o que se genera la siguiente cuestion:
¢Existe correlacion entre las concentraciones de estradiol en el suero sanguineo materno
y/o fetal y la concentracion de receptores de estrogenos en la placenta de mujeres que
cursan con embarazos de término y sin complicaciones?

TESIS
FALLA Di

NN
ORIGEN

]




HIPOTESIS

Las concentraciones séricas de estradiol materno y fetal guardan correlacion con las
concentractones de receptores de estrégenos placentarios provenientes de mujeres con
embarazos de término.
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OBJETIVO

Correlacionar

las concentraciones - de estradiol

sérico materno y/o fetal

con

las
concentraciones. de receptores de estrégenos placentarios provenientes de mujeres que
cursaron con embarazos de término y sin complicaciones.
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MATERIAL Y METODOS

El estudio se realizé en la Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva y el
Servicio de Tococirugia del Hospital de Gineco-obstetricia "Luis Castelazo Ayala" del
IMSS, durante el periodo comprendido entre Marzo de 2000 y Febrero de 2001.

El protocolo de estudio fue autorizado por el Comité Local de Investigacion del Hospital.
Se cuantificaron las concentraciones de estradiol sérico materno y fetal al igual que la
concentracion de receptores de estrégenos en las placentas provenientes de 18 pacientes
que cursaron embarazos de término y sin complicaciones.

Criterios de inclusion
1. Embarazos sin alteraciones
2 Edad comprendida entre 18 y 30 afos
3. Embarazos mayores a 36 semanas
4 Interrupcién del embarazo por cesarea

Criterios de no inclusién

1. Embarazos asociados a cualquier complicacién obstétrica
2. ' Embarazo multipie :

3.. Enfermedades cronicas y/o tratamientos farmacolégicos

Criterios de eliminacion

1. Corioamnioitis

2. Acretismo placentario

3. Desprendimiento prematuro de placenta normoinserta
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Criterios Operativos

Embarazo sin alteraciones
Se consideré embarazo sin alteraciones a los que cursaron con ausencia de entidades
patolégicas o complicaciones obstétricas asociadas al mismo.

Receptores de estrégenos placentarios
Se consideré como receptor de estrégeno placentario a la molécula peptidu:a obtemda del

resultado de la centrifugacion de las células del trofoblasto y que medlda bajo la técnica
de radioligando, expresa las concentraciones de estradiol en fentomoles por. mlllgramo de

proteina.

Metodologia
Se seleccionaron pacientes a las que se les realizd operacnén cesérea por antecedente de'
2 o mas cesareas previas. Con la paciente en quiréfano y prev:o "al inicio de’la operacion
cesarea, se le tomaron 10 ml de sangre de la vena antecubital del brazo contralateral al
que contenia la venoclisis. Posterior al nacimiento del bebe, se obtuvieron 10 ml de
sangre | provenlente del fragmento de corddn umbilical adosado a la placenta. Ambas
muestras: fueron centrifugadas y el suero obtenido se congeld a -20° C, hasta la
determinacion del estradiol mediante radioinmunoanalisis utilizando estuches comerciales
Cis Bio International. La especificidad del analisis fue del 100%, la sensibilidad del 95% y
los coeficientes de variacion del 3.5 y 4% (21).

Inmediatamente después del alumbramiento se tomdé una muestra de 200 g de tejido
placentario y se colocé en solucion fisioldgica a 4° C, posteriormente se guardd la muestra :
con nitrégeno liquido a -70°C hasta la determinacion de los receptores de estrogenos --
(22).

Obtencién de receptores de estrogenos

A 4° C se diseco el tejido de la placa basal separando los vasos del trofoblasto. El tejido
obtenido se fragmento finamente y se le agregd amortiguador TED [(Tris-hidroxi-metil-
amino-metanol-HC! 10mM, etilen-diamino-tetracetato soédico (EDTA) 1mM, ditiotreitot
(DTT) TmM] y Molibdato de Na 10mM, a un pH de 8. Se homogenizd en un politrén
(Tissumizer-Tekmar), aplicandose 4 pulsos de 20 ségundos con reposo de 5 segundos, a
300 rpm. El homogenizado pasé a una ultracentrifuga refrigerada Beckman L8-80 a 100
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000 g por 30 minutos. Del sobrenadante se tomaron alicuotas para la determinaciéﬁ de

receptores de estrégenos.

Medicién de receptores
Bajo la técnica de radioligando y carbdn cubierto con dextran usando estradiol-3H:

(2.3,6,7H) actividad especifica (85-110 Ci/nmol de Amersham International) a
concentraciones de .25-1 nM; la unién inespecifica se determind adicionando 200 veces la
concentracion de Dietil-etilbestrol (DES) de Sigma Chemical Company.

La consistencia de la medicién fue realizada. a través de un coeficiente de correlacion
intraclase (variacion intraobservador) el cual. fue igual a .97 (p <.001). Para la validez
(variacion interobservador) se uso el coeficiente kappa que resultd igual a .85.

Analisis Estadistico ‘ .
El tamafio de la muestra se calculé de acuerdo a una férmula de diferencié de medias
(23), realizéandose prevxamente un’; estud:o plloto (24) para el conocsmlento de 'las
concentracxones normales de los receptores de estrogenos placentarlos.

Los resultados se- expresaron como medlana (Md) + desviacion mtercuartlhca Con la
finalidad /de i nar las concentracnones de estradiol materno 'y fetal con la.
concentracuén : de estrégenos placentarios  se utilizé " la prueba’ no
paramétnca de correlac:én de: rangos de Spearman. Las concentraciones  de estradiol
sérico materno y fetal se anallzaron mediante la prueba no paramétrlca de comparacnén
entre: 2 grupos no relauonados (U de’ Mann-Whltney) - i ;
Se “utilizaron pruebas ‘estadisticas ‘no™ paramétncas debido’ a que Ios resultados se

distribuyeron de una forma’ anormal.
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RESULTADOS

Caracteristicas generales
La edad, peso, paridad y semanas de gestacion de las pacientes estudiadas se describen

en la tabla I.

Concentraciones placentarias de_los receptores de estrogenos

La concentracién de los receptores de estréogenos de las placentas provenientes de
embarazos de término y sin complicaciones se aprecian en la tabla I.

Concentraciones séricas de estradiol materno y fetal
Las concentraciones séricas de estradiol materno y fetal se aprecian en la tabla'l.

Correlacién _entre _las concentraciones séricas _de estradiol materno o fetal y la
concentracién_placentaria de receptores de estréogenos )

Se encontré una correlacion negativa igual a -.134 entre la conqentracién sérica de
estradiol materno y la concentracion placentaria de receptores de estrégenoé en’las
mujeres que cursaron embarazos de término y sin complicaciones, en tanto que se aprecid
una correlacion negativa igual a -.055 entre la concentracion sérica de estradiol fetal y la
concentracion placentaria de receptores de estrégenos. En ambos casos las:diferencias

estadisticas no fueron significativas.

Comparacion entre |las concentraciones séricas de_estradiol materno y fetal

Al compararse las concentraciones séricas de estradiol entre la madre y el feto se aprecié
que fueron muy similares. No se obtuvo ninguna diferencia estadisticamente significativa
entre ellas.

Correlacion_entre las concentraciones séricas de estradiol materno y fetal

Se aprecid una correlacion positiva entre las concentraciones de estradiol materno y fetal
igual a .340, que no fue estadisticamente significativa.
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DISCUSION

En este trabajo se confirmd la presencia de los receptores de estrogenos en las placentas
de mujeres embarazadas tal y como ha sido descrito a través de la utilizaciéon de otras
técnicas de laboratorio (25). Debido a la controversia que existe acerca de la presencia de
los receptores de estrogenos en la placenta (26), se utilizé una técnica cuantitativa
denominada radioligando y carbdn cubierto con dextran que a diferencia de las técnicas
semicuantitativas como la inmunohistoquimica o el Northern blot, no se modifica como
consecuencia de la pureza del tejido, el volumen del mismo, ni por la forma como se
describen los resultados. .

Los hallazgos de este estudio resultaron similares a lo referido por Albrecht y Pepe (20)
cuando estudiaron primates, ya que tampoco fue posible establecer: en:las: mujeres
embarazadas una correlacidn estadisticamente s:gmﬁcatlva -entre - Ias‘concentraclones
séricas de estradiol materno y la concentracnbn placentana de los receptores de

estrogenos (efecto endocrino) lo cual cont‘rma que
independientemente de sus concentraciones es 'motnv suficiente para' que kse Ileve a cabo
una interaccién con su receptor. (14, 20) *Por “otra parte cruandoborriparamos las
e” receptores

a presenc:a ‘del . estradiol

concentraciones de estradiol fetal' con respecto a-la concentracnén
placentarios de estrégenos (efecto paracrino) tampoco

estadisticamente S|gnlfcat|va lo que probablemente

cuando comparamos las concentraciones de estradlol I =
estradiol fetal, apreciamos concentraciones muy parecndas ¥, no encontramos dlferenmas
manera

estadisticamente significativas entre ambas. De lgual
correlacion significativa desde el punto de vista estadistxco entr

anterioridad. El punto de cuestionamiento en este trabajo e: sab r el stgnlfcado biologico
de las cantidades similares de “estradioi tanto maternas como fetales y cual y como es la
participacion del estradlol sénco cnrculante tanto en el torrente sanguineo de la madre
como en. el del’ feto. ‘sobre la.) presencna de Ios r ceptores placentarios de estrégenos, ya
que necesariamente las hormonas. mcluyendo al estradlol deben mantener una dinamica
con sus receptores para poder surtir efectos biolggicos. En conclusion, en este estudio
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pudimos identificar la presencia de receptores de estrégenos en las placentas provenientes
de mujeres que cursaron embarazos de término y sin complicaciones, mas no asi, una
importante correlacion entre el estradiol circulanie de la madre o det feto con los receptores
placentarios de estrégenos, lo que confirma que mas que la concentracién de estradiol
circulante, lo mas importante es su presencia para que sus acciones biolégicas contribuyan

con el desarrolio del embarazo.
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CONCLUSIONES

1.- La concentracién sérica de estradiol materna es similar a' la fetal en los
embarazos de término y sin complicaciones. . .
2.- No existe correlacion entre la concentracion sérica de estradlol matemo y.la de
receptores estrogénicos en placentas provenientes de embarazos de té_rmlno y

sin complicaciones. = .
3.- No existe correlacién entre la concentracion sérica de:: estradlol fetal "y la de
receptores estrogénicos en placentas provenientes de embarazos de térmlno Y. y

sin complicaciones. , : : :
4.- No existe correlacion entre las concentraciqnes 'séficas de’ estradiol materno y
fetales en los embarazos de término y sin complicac}ones. : '
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Tabla t

Caracteristicas generales de las pacientes

(n=18)

Edad * R 26 = 7
Peso ° : 72.5+20.2
Edad gestacional * ‘ 39.5x 0.2

Paridad i
primiparas : 6
multiparas . Bl B 12
Receptores‘(pflarcebr'itia)f‘ Al 2.43 +.53

it ; Estradiol (sérico)
Smaterno’l I 7267 & 447
fetal i L . 7277 = 268

* Md = desviacion intercuartilica; *“media + d.e.
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ANEXO 1

Té&cnica de radioligando y carbén cubierto con dextran

A) Reactlvos

Solucién TED (TRIS - EDTA - DTT)
1 - Poner en un vaso de precipitado 655.5 mg de TRIS (PM 121.1 x10), mas 279.2mg de

EDTA (Etilen-diaminotetracetato), mas 77.1 mg de DTT (Dlthlothreltol) y 1 210 mg de
molibdato de Na. Estas cantidades son para preparar 500 m! de buffer.

2.- Al vaso se le' agrega 200m! de H,O bidestilada. :

3.- Se agita con un agitador magnético hasta disolver la mezcia. -

4.- Estandarizar el potenciometro (medidor de pH), usando un esténdar de 4 y otro de 7.

5.- Medir el pH de la solucién y llevario a 7.4. Ajustandose con HCI é NaOH

6._- Pasar a matriz aforado de 500mi, enjuagando ei vaso de prec:pltado 3 veces con agua
bidestilada. Se termina aforando a 500mi. : L :

7.- Guardar en frasco ambar y en refrigeracion.

Dextran ;
1.- Pesar 100mg grenetina, trisma base 121mg, dextrén 025mg Todo es para 100ml de

preparac:én
2.- En bafio Maria disolver la grenetina con H,O bldestllada por otra parte se mezcla tris

y dextrén usando un agitador magnetico.
3.- Se mezclan ambas soluciones y se lleva aun pH de 8 usando NaOH
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4.- Se deja de agitar hasta su completa homogenizacion, se colocan en tubos cénicos de
10 ml y se congela hasta su uso.

B) Procedimiento

Citosol :
1.~ Limpiar Ia placenta sobre una plancha de hlelo separando vasos, trofoblasto y
amnlos :
2- Pesar 1gr de tepdo no vascular.
3.~ Tejldo +2'ml (relac:én‘ 2 ml/1 gr tejldo) TED/Molibdato Na. g
4.- Homogenlzar en un: politrén a 4°C é pulsos de 25- 5-25 seg. (homogemzar—
descanso- : ’

homogenizar). )
5.- El material se coloca en tubos de pohcarbonato para rotor T1 75
6.- Usar ultracentrifuga Beckman a 100 OOOg por 30 minutos.
7 .- Preparar tubos con trazador con H" evaporar etanol con nltrégeno en campana de
aspiracion. Colocados permanentemente en hielo. : : e
8.- Separar el sobrenadante del "pellet" el cual se guarda, y agregar carbén actlvado a
una 7

razén de S5mg/2mi. . S

9.- Agitar en vortex, colocar en tubos de policarbonato (2) y centnfugar en frIo (4°C) a
3000g / 5 minutos. B e LT

10.- Con suma precaucion separar el sobrenadante con plpetas Pasteur sm arrastrar el

carbon localizado en el pellet mlsmo que se desecha’

11.- Con micropipeta automatica pasar 200;1! para cada tub agltar y meter en cémara de
refrigeracion a 4°C durante-18horas (lncubamén del trazador-tejldo)
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12.- El sobrante del sobrenadante se guarda para medicién de protelnas.

13.- Al dia siguiente tomar dextran (10ml) y agregar.25mg de carbén activado. Agitar en
vortex continuamente, evitando la sedlmentaCIén.

14.- Sacar los tubos (trazador-tejido), retirar el hielo v agrégar a cada tubo 200pui del carbon
cubierto con dextran. S e il

15.- Luego de agitarios en vértex se colocan en camisas de centrifuga.

16.- Centrifugar en frio (4°C) por 10 minutos.

17.- El sobrenadante se pasa a los frascos viales respetando el botédn de carbén.

18.- Agregar 5m! de liquido de centelleo, agitar, colocar en frascos viales del contador de
centelleo liquido.

19.- Medicién de centelleo en un contador de emisiones beta
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ANEXO 2
Tablas y graficas
Tabla |.- Se aprecian las caracteristicas clinicas de las pacientes embarazadas como la

edad, peso, edad gestaciona! y paridad, al igual que las concentraciones séricas de
estradiol materno, fetal y {a concentracion placentaria de los receptores de estrégenos.
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